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論文内容要旨
 ζ目的選
 HTLV-1AssociatedMyelopathy(HAM)の発症機序は未だ不明である。剖検例の
 病理学的検討および髄液中の髄鞘障害因子の存在の報告より,HAMの発症にはHTLV-1感
 染リンパ球の産生するサイトカインやウイルス蛋白などの液性障害因子が関与するのではないか
 と考え,HTLV-1感染リンパ球株の培養上清による神経組織培養への影響を検討した。
匿方法還
 HTLV-1感染リンパ球株(MT-1,MT-2,TCL-Kan,TL-Mor,TL-r{ir,TL-
 Omi),HTLV-1非感染リンパ球株(MOLT-4)およびヒト単球。マクロファージ細
 胞株(THP-1)の培養5日目の上清から200×g,10分の遠心で細胞成分を除去した後,こ
 れを標的細胞の維持培養液に等量加えてその影響を検討した。まず,これらのリンパ球株の培養
 上清がヒト神経芽腫細胞株(IMR-32,SK-N-SH,Togawa,NB1)に及ぼす影響を
 観察した。次に,MT-2およびMOLT-4の上清のヒト神経芽腫細胞株(IMR-32),ヒト
 神経膠腫細胞株(Onda-11c1-3,U251MG),ヒト線維芽細胞株(HELR66),マウ
 ス神経芽腫細胞株(C-1300cloneNA),マウス髄鞘形成性小脳培養の培養細胞の形態およ
 び増殖に及ぼす影響を調べた。また,MT-2上清の紫外線によるウイルスの不活化,加熱処
 理によるリンホトキシンの不活化・抗HTLV-1抗体によるウイルス蛋白の中和をおこない,
 MT-2の産生物と上清中の神経細胞に活性を持つ物質との異同を検討した。MT～2上清を段
 階希釈し各希釈におけるIMR～32の形態変化の陽性培養出現率より50%細胞変性効果終末点を
 求めた。次に,rhTNF-alphaのマウス髄鞘形成性小脳培養に対する髄鞘障害性,IMR-32,
 Onda-11c1-3,U251MGに対する細胞変性効果およびICRマウス脳内接種による組織
 障害性を検討した。最後に,MT-2上清のTHP-1に対する増殖および貪食能の誘導につい
 て検討し,さらに,MT-2とTHP-1の混合培養の上清やTHP-1の上溝を加えたMT-
 2の上清でMT-2上清のマウス線維芽細胞(L-929)に対する細胞障害性の変化について検
 討した。
 【結果1
 MT-1,TCL-Kan,TL～Mor,TL-Hir,TL-Om1の上清でIMR-32,SK-N-SH,
 Togawa,NB1に変化は認めなかったが,MT-2の上清を加えた培養液で毎日液換えをした
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 場合,IMR-32では培養3日目ごろから細胞の凝縮・膨隆およびシャーレからの剥離が観察さ
 れた。この現象は上清を紫外線や80℃,60分の加熱や抗HTLV-1抗体での中和をおこなって
 も同様に観察された。MT-2の上清のIMR-32に対する50%細胞変性効果終末点は希釈倍率
 にして21'5倍(実験1),2217倍(実験2)であった。この現象は培養液を毎日液換えしな
 い場合には認められなかった。また,このような顕著な形態変化を認めるにもかかわらず,増殖
 抑制は認められなカ)つた。一方,SK-N-SH,Togawa,Onda-11cl-3,U251MGでは
 軽度の形態変化を認めるに過ぎず,上清の80℃,60分の加熱処理によってこの活性は不活化した。
 HELR66,NB1,C-1300cloneNAでは形態変化を認めなかった。また,マウス髄鞘形成
 性小脳組織培養に対する髄鞘障害性は認められなかった。MOLT-4の上清ではいずれの培養
 にも変化を認めなかった。rhTNF-alphaではマウス髄鞘形成性小脳組織培養での髄鞘障害性,
 IMR-32でのMT-2の上清と同様の形態変化は認められなかったが,Onda-11cl-3,
 U251MGではMT-2の上清で認めた変化と同様の軽度の形態変化を認めた。rhTNF-alpha
 のマウス脳内接種による組織障害は認められなかった。MT-2上清によりTHP-1の細胞増
 殖が抑制され,貪食能が誘導された。L-929に対するMT-2上清の細胞障害性はMT-2と
 THP-1の混合培養により25分の1に,MT-2上清にTHP-1上清を加えた場合にはi6分
 1(実験1),6分の1(実験2)に抑制された。
 ζ結論類
 MT-2の上清によりヒト神経芽腫細胞様の1種であるIMR-32に著明な細胞変性が引き起
 こされた。MT-2以外の5種類のHTLV-1感染リンパ球細胞株の上清ではこのような細胞
 変性は認められなかった。そこで,MT-2の特徴である多量のリンホトキシンおよびウイルス
 の産生が細胞変性の誘導に関与していることが考えられたが,上清を紫外線や加熱処理しても不
 活化されなかったこと,リンホトキシンと同じ受容体に作用し,同様な生理作用を持つTNF-
 alphaで神経障害性が認められなかったこと,抗HTLV-1抗体による上清中のウイルス蛋白
 の中和では活性は失われなかったことより,この上清中の液性障害因子として,リンホトキシン
 やウイルス蛋白以外の未知の活性物質の存在が想定された。また,THP-i上清によるTNF
 活性の抑制機序について今後の検討が必要である。HTLV-1感染リンパ球から種々のサイト
 カインやウイルス蛋白が産生されているが,それらの神経組織に対する直接作用に関する報告は
 ほとんど見あたらない。今回の結果は,HTLV-1感染リンパ細胞で産生される液性因子が神
 経組織に対して障害を引き起こす可能性のあることを示唆した。
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 審査結果の要旨
 HTLV-IAssociatedMyelopa七hy(HAM)の発症機序は未だ不明である。剖検例の病
 理学的検討および髄液中の髄鞘障害因子の存在の報告より,HAMの発症にはHTLV-1感染リ
 ンパ球の産生するサイトカインやウイルス蛋白などの液性障害因子が関与するのではないかと考
 え,HTLV-1感染リンパ球株の培養上清による神経培養への影響を検討している。HTLV-1
 感染リンパ球株(MT-2,他5株),HTLV-1非感染リンパ球株(MOLT-4)およびヒト
 単球・マクロファージ細胞株(THP-1)の培養5日目の上清を標的細胞の維持培養液に等量
 加えてその影響を検討した。まず,これらのリンパ球株の上清がヒト神経芽腫細胞株(3株)に
 及ぼす影響を観察した。次に,MT-2およびMOLT-4の上清のヒト神経芽腫細胞株(IMR
 -32),ヒト神経膠腫細胞株(2株),ヒト線維芽細胞株,マウス神経芽腫細胞株,マウス髄鞘
 形成性小脳培養の培養細胞の形態および増殖に及ぼす影響を調べた。また,MT-2上清の紫外
 線によるウイルスの不活化,加熱処理によるリンホトキシンの不活化,抗HTLV-1抗体によ
 るウイルス蛋白の中和をおこない,MT-2の産生物と上清中の神経細胞に活性を持つ物質との
 異同を検索した。MT-2上清を段階希釈し各希釈におけるエMR-32の形態変化の陽性培養出
 現率より50%細胞変性効果終末点を求めた。次に,rhTNF-alphaのマウス随鞘形成性小脳培養
 に対する随鞘の障害性と神経芽腫細胞,神経膠腫細胞に対する細胞変性効果を検討した。MT-
 2の上清を加えた培養液で毎日液換えをした場合,IMR-32では培養3日目ごろから細胞の凝
 縮・膨隆およびシャーレからの剥離が観察された。この現象は上清を紫外線や80℃,60分の加熱
 や抗HTLV-1抗体での中和をおこなっても同様に観察されたが,培養液を毎日液換えしない
 場合や他の細胞上清の添加では認められなかった。MT-2の上清のIMR-32に対する50%細
 胞変性効果終末点は希釈倍率にして2115倍(実験1),22・7倍(実験2)であった。このような
 顕著な形態変化を認めるにもかかわらず,増殖抑制は認められなかった。一方、他の神経芽腫細
 胞、神経膠腫細胞では軽度の形態変化を認めるに過ぎず,上清の80℃,60分の加熱処理によっ
 てこの活性は不活化した。マウス髄鞘形成性小脳培養に対する髄鞘障害性は認められなかった。
 MOLT-4の上清ではいずれの培養にも変化を認めなかった。rhTNF-alphaではマウス髄鞘
 形成性小脳培養での髄鞘障害性,IMR-32でのMT-2の上清と同様の形態変化は認められなか
 った。MT-2上清によりTHP-1の細胞増殖が抑制され,貧食能が誘導された。HTLV-1
 感染リンパ球から種々のサイトカインやウイルス蛋白が産生されているが,それらの神経組織に
 対する直接作用に関する報告はほとんど見あたらない。今回の結果は,HTLV-1感染リンパ
 細胞で産生される液性因子が神経組織に対して障害を引き起こす可能性のあることを示唆する最
 初の報告であり,学位授与に価する研究であると認める。
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